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Abstract (Basic) : FR 2798128 Al 

Abstract (Basic) : 

NOVELTY - Multimers (I) constructed from recombinant proteins (11) 
analogous to Class I MHC (major histocompatibility complex) molecules 
in which (II) contain at least one alteration in the heavy chain region 
that interacts with the CD8 co-receptor on T lymphocytes, are new. The 
alteration reduces, or eliminates, interaction between the heavy chain 
and CD8. 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 
following: 

(a) method for detecting peptide-specif ic CD8+ T cells in a 
polyclonal population by treatment with complexes (C) of (I) with 
antigenic peptides (III) and detecting cells that have become bound to 
(C); 

(b) similar method for isolating peptide-specif ic CD8+ T cells in 
which (C) are attached to magnetic beads, optionally followed by in 
vitro amplification of the selected cells; 

(c) T cell populations selected by methods (a) and (b) ; and 

(d) pharmaceutical, especially immunotherapeutic, composition, 
containing the population of (c) and an inert vehicle. 

ACTIVITY - Antitumor; antiviral; immunomodulatory. 

USE - Complexes (C) of (I) and antigenic peptides (III) are used to 
detect and isolate peptide-specif ic CD8+ T cells for subsequent in 
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vitro expansion and then use as antitumor and antiviral agents by 
passive immunization, also for correction of diseases of the immune 
system and use in immunof luorescent analysis. 

ADVANTAGE - Mutated (I) recognize target cells as effectively as 
the wild-type (I), i.e. binding to CD8 alone is reduced but not binding 
to the T cell receptor (TCR) /CD8 complex. This results in a significant 
reduction in background noise caused by non-specific binding and 
eliminates the need for simultaneous use of labeled anti-CD8 antibody 
during fluorescent analysis. The HLA-A021 tetramer, either native (1) 
or with the Ala245Val mutation (2) was loaded with a peptide derived 
from the cytomegalovirus pp65 protein, and tested for immunof luorescent 
analysis (phycoerythrin label) of polyclonal lymphocytes from two 
patients having a confirmed anti-pp65 response. (1) was able to detect 
peptide-specif ic cells easily in one subject but not in the other where 
the peak was subject to interference from non-specific binding, and 
accurate detection necessitated double labeling (use of labeled 
anti-CD8 antibody) . With (2) accurate detection of specific cells was 
possible in both patients, without use of the anti-CD8 antibody. 
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MOYENS DE DETECTION ET DE PURIFICATION DE POPULATIONS 
SPECIFIQUES DE PEPTIDES PRESENTES DANS LE CONTEXTE HLA. 

_ L'invention vise des multimeres ^labores a partir de 
protelnes recombinantes analogues de CMH de classe I, 
caracterises en ce que les proteines comportent au molns 
une alteration dans la zone d'interaction d'une chaine lour- 
de avec le co-recepteur CDS des lymphocytes T conduisant 
a une reduction, voire a la suppression de Taffinite de I'lnte- 
raction entre la chaTne lourde et le CDS. Applications de ces 
multimeres complexes a des peptides antigeniques a des 
fins diagnostlques et thSrapeutiques. 



LYMPHOCYTAIRES T CD8+ 
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Moyens de detection et de purification de 

populations lympho cytaires TCDS-i-, sp6ci£icrues de peptides 
pr6sent6s dans le contexte HLA 

L' invention a pour objet des moyens de detection et 
de purification de populations lymphocytaires TCD8+, 
spgcifiques de peptides pr6sent6s dans le contexte HIA. 
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Le lymphocyte T porte un rScepteur sp^cifique de 
I'antigfine contre lequel il est comrais, appel6 TCR. Ce TCR 
est compost de plusieurs chalnes, dont les chalnes a et p qui 
sont impliqu6es dans la reconnaissance spficifique d'un 
peptide antig^nique particulier pr6sent6 dans une molecule 
HLA. Cette reconnaissance se materialise par la capacity du 
TCR a/p du lymphocyte T a se fixer avec une certaine 
affinity aux complexes HLA-peptide presents a la surface de 
la cellule cible. Reciproquement , des complexes HLA-peptide 
solubles sont capables de se fixer aux TCR presents a la 
surface des lymphocytes T specif iques du complexe HLA-peptide 
considers . 

A I'heure actuelle, le syst^me le mieux gtudi6 
mol§culairement est la reconnaissance par des lymphocytes T 
CD8+ de peptides antiggniques pr6sentes dans des molecules du 
complexe majeur d- histocompatibility (CMH) de classe I et en 
particulier dans 1 'allele HLA-A0201. 
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5 Dans ce systSme, il est etabli que I'af finite du 

TCR pour le complexe HLA-peptide est tres f aible compar^e Sl 
I'af finite d'un anticorps pour son antiggne. Pour cette 
raison, la detection de lymphocytes porteurs de TCR rSactifs 
contre un peptide sp§cifigue dans ce contexte HLA h I'aide de 

10 molecules HLA-A0201 solubles charg^es en peptides et marquees 
est impossible. Pour pallier cette f aible affinity, Altman et 
al (1) ont fabriquS un reactif multivalent compost de 
complexes HIiA-A02 01 -peptide oil la chalne lourde du HLA est 
biotinylee, ce qui permet une association en t^tramere avec 

15 la streptavidine . Ce tetramere HLA-peptide pr#sente une 
avidit6 augmentee pour les lymphocytes T porteurs des TCR 
appropriSs et peut done fitre utilise pour visualiser par 
immxinof luorescence les populations rfiactives. 

Mais le TCR n'est pas la seule molecule du 

20 lymphocyte T qui puisse interagir avec le complexe HLA- 
peptide. En effet, lors de la reconnaissance physiologique, 
la fixation du TCR au complexe CMH-peptide est renforc6e par 
la fixation du co-r6cepteur CDS Sl une portion constante des 
molecules CMH de classe I . La participation du CD8 dans 

25 1 ' interaction est variable d*un clone lymphocytaire a 1' autre 
et peut dans certains cas conduire k une augmentation trfes 
importante de la capacity de fixation k un complexe HLA- 
peptide donnfi. Cette capacity du CD8 k se fixer au HLA de 
classe I a pour consequence d'entralner un bruit de fond de 

30 fixation des tetramdres HLA de classe I sur des lymphocytes T 
CD8+ qui portent des TCR non sp§cifiques du complexe HLA- 
peptide. Ce bruit de fond augmente avec la concentration de 
tetramere utilis^e et peut conduire k des faux positifs en 
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5 immunofluorescence. Pour essayer de diminuer ce marcjuage non 
specif igue, la plupart des ^quipes r^alisent leurs marquages 
avec les tetramSres HLA de classe I en presence d'anticorps 
anti-CD8. Mais seuls certains anticorps anti-CD8 sent 
efficaces et les rapports optimaux de concentrations entre 
10 1' anticorps et le titramdre doivent §tre r6ajust6s Sl chaque 
test. Du fait de ces inconvfenients, la detection de sous- 
populations specif igues peu representees au sein d'une 
population non specif ique (par exemple de I'ordre de 0,1 k 1 
%) devient difficile. 

15 

Par ailleurs, une autre application potentielle des 
tetramSres HLA a ete envisagSe. Elle consiste k isoler par 
tri (en cytom6trie de flux ou par tri immunomagn§tique) des 
populations lyniphocytaires rfiactives centre un complexe HLA- 

20 peptide donn6 k des fins d' expansion in vitro, puis 
d 'utilisation therapeutique dans des protocoles 
d ' immunisation passive anti-virale ou anti-tumorale. Mais le 
bruit de fond de fixation du tetramdre du k la participation 
du CDS peut constituer un obstacle s€rieux k cette 

25 application car il conduit ^ 1 ' isolement d'une fraction 
souvent importante de lymphocytes T non r§actifs vis-^-vis du 
complexe HLA-peptide select lonnant . 



Salter et al (2) ont montrS que la fixation d»un 
30 HIiA membrannaire exprim6 par des cellules transfectees k un 
co-r6cepteur CD8aa 6tait altferSe lorsque le HLA comportait 
une mutation dans le domaine a3 . 
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5 L'€tude de telles mutations par les inventeurs les 

a conduits Sl verifier que des tetramSres mutSs solubles 
fixent ef fectivement moins le CDS, qu'il soit aa ou ap, 
associe ou non a un TCR a la surface du lymphocyte T, ce qui 
se traduit par une diminution du bruit de fond. 

10 On pouvait alors s'attendre k ce que la perte 

d'af finite rfesultant de la mutation conduise Sl une perte de 
signal specifique totale ou restreinte Sl certains clones 
lymphocytaires T CD8 dependants. L' article de Salter et al 
montre k cet egard que certains clones allorSactifs CDS 

15 dependants perdent leur cytotoxicity vis-a-vis de cellules 
portant le HIiA-A2 mut6 tandis que d'autres sont peu affectSs. 

Ainsi il aurait et6 possible que les tetramSres 
mutes ne detectent qu'une fraction des cellules r^actives 
(les moins CDS dependantes} au sein d'une population 

20 polyclonale . 

Les nombreux marquages comparatifs de populations 
polyclonales avec les tetram^res mut6s et natifs realises par 
les inventeurs en double marquage avec un anticorps anti-CDS 
deraontrent qu'au contraire, de maniere inattendue, le 

25 tetramere mutS reconnait le m§me pourcentage de cellules 
specif iques que le tetramSre natif . 

De plus, la comparaison de marquage avec le 
tetramdre mute sur un clone trSs CDS dependant et un clone 
peu CDS dependant montre xine efficacit6 comparable de 

30 fixation du tetramdre rapport6e k 1' intensity d' expression du 
TCR. 



BNSDCXID: <FR 2798128A1 J_> 



5 II apparait done que la mutation diminue de fa?on 

trds importante la fixation du t§tram6re au CD8 seul, mais 
affecte beaucoup moins sa fixation au complexe TCR-CD8. 

L' invention repose done sur la mise a profit des 
propriet^s mises en Evidence chez les multimeres de HLA 

10 mutes, ou, de manidre plus g§n6rale, alt6r6s, et vise, en 
tant que nouveaux produits, de tels multimeres et leurs 
complexes avec des peptides antigSniques . 

Elle vise ggalement 1 'utilisation de ces molecules 
pour la detection et/ou I'isolement de populations 

15 lymphocyt aires TCD8+, peptide- sp§cif iques • 

Elle vise en outre a fournir une mSthode de 
detection et/ou d'isolement de telles populations d I'aide de 
telles molecules, charg§es en peptide, en particulier pour 
des applications en diagnostic et en th^rapeutique . 

20 Les raultimferes selon 1 ' invention sont 61abor6s k 

partir de proteines recombinantes analogues de CMH de classe 
I et sont caractSrisfis en ce que les prot€ines comportent au 
moins une alteration dans la zone d' interaction d'une chalne 
lourde de CMH de classe I avec le co-r6cepteur CDS des 

25 lymphocytes T, conduisant k une reduction, voire k la 
suppression de I'af finite de 1 ' interaction entre la chaine 
lourde et le CDS, 

L« alteration de la zone d ' interaction concerne plus 
sp^cialement le domaine a3 de la chaine lourde. 
30 II s'agit tout particulidrement d'une mutation dans 

le domaine a3 d'au moins un acide amin€, par rapport au 
domaine correspondant d'une chaine lourde native capable de 
se fixer audit co-r6cepteur CDS, 
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5 On citera par example la mutation d'un r6sidu 

alanine en r6sidu valine en position 245 du domaine a3 de la 
molecule HIiA-A2 . 

L' alteration peut ggalement consister en une 
modification chimigue d'au moins un acide amin6 et/ou en une 
10 deletion d'au moins un acide amin6, ce ou ces types 
d' alteration s'ajoutant le cas €ch6ant Sl une ou plusieurs 
mutations . 

Li 'invention vise 6galement, en tant que nouveaux 
produits, les complexes 6labor§s ^ partir des multimdres 
15 definis ci-dessus et de peptides antigSniques . 

Dans ces complexes, les multimdres se prSsentent 
notamment sous forme de tetramdres. 

Conformfiment k 1' invention, ces complexes sont 
utilises pour la detection et/ou I'isolement de populations 
20 lymphocytaires TCD8+ reconnaissant de manidre spScifique le 
peptide antigSnique des complexes. 

L 'utilisation des complexes definis ci-dessus 
permet de diminuer de fagon trds importante le bruit de fond 
25 de fixation non specif ique sans alt6rer le marquage 
specif ique et, en outre, de s'affranchir de la nfecessitS 
d'utiliser conjointement un anticorps anti-CD8 lors 
d' analyses en immunofluorescence. 

Dans une utilisation pr6f6r6e, lesdits complexes 
30 sont mis en oeuvre dans un procSdS de tri cellulaire, tel que 
le tri immunomagnetique . 
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5 Une technique de tri inmunomagnetique pour isoler 

des lymphocytes T sp6cifiques chez la souris est d^crite par 
Luxembourg et al . (5) . 

Cette technique est bas6e sur 1 'utilisation d'un 
systSme de billes recouvertes de complexes CMH-peptide 
10 (produits dans un systeme Drosophile ; charges en peptides et 
biotinylgs chimiquement) . 

L' invention vise ggalement une m^thode de detection 
et/ou d'isolement de populations lymphocytaires T CD8+ 
peptide -spgcifiques, k partir d'une population polyclonale. 
15 La mfithode de detection est caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale avec des 

multimSres complex6s Sl des peptides antigSniques tels que 

definis ci-dessus, dans des conditions permettant une 
20 interaction entre les complexes de CMH de classe I 

alterfes/peptides et les rScepteurs des lymphocytes T ayant 

une af finite pour lesdits complexes, 

" la rSvSlation des populations lymphocytaires qui 

se sont fixSes auxdits complexes. 
25 La revelation est r6alis6e par exemple par 

fluorescence en utilisant des multimeres comportant des 

composes f luorescents • 

La methode d'isolement des populations 
lymphocytaires peptide-sp#cif iques k partir de populations 
30 polyclonales entre ggalement dans le cadre de 1 • invention et 
peut Stre mise en oeuvre le cas 6ch6ant aprSs I'gtape de 
detection ci-dessus. 
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5 Cette m^thode met en jeu la technicjue du tri 

immunomagnetique et est caracteris6e en ce que qu'elle 
comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale 
avec des billes magnetiques sur lesquelles sont fix§es les 
10 complexes peptide/analogues de CMH de classe I, tels que 
dSfinis ci-dessus, dans des conditions permettant une 
interaction entre lesdits complexes et les recepteurs des 
lymphocytes T ayant une af finite pour ces complexes, 

la recuperation des populations fix§es, 
15 1' operation de tri etant r^pgtee, si souhaitfi, et/ou suivie, 
le cas Sch6ant, d'une Stape 

d'cunplif ication in vitro des populations 

s61ectionn§es . 

L' augmentation du diff6renciel entre bruit de fond 
20 et marquage sp^cifique avec les multimSres alt^rSs comme 

defini ci-dessus permet une meilleure discrimination des 

populations lymphocyt aires specif iques au sein d'une 

population polyclonale, et rend ainsi trfis efficace le tri 

immunomagnetique avec ces multimSres. 
25 Les molecules de CMH comprennent par exemple un 

motif de biotinylation enzymatique sur la chaine lourde. Les 

billes sur lesquelles sont fix^es les complexes sont coupl^es 

Sl la streptavidine • 

Les populations polyclonales proviennent 
30 d'§chantillons prSlevgs sur des patients, comme des liquides 

synoviaux ou des cellules mononuclSes du sang periphSrique . 

L'etape d' amplification des populations 

selectionn^es est r6alis6e avantageusement par stimulation 
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polyclonale dans des conditions qui n'affectent pas la 
repr^sentativitg des populations amplifi6es. On a recours par 
example k PHA, IL2 ou des PBL irradiSs. . 

L- invention vise ggalement les populations 
lymphocytaires T s61ectionn6es et le cas 6ch6ant amplifi^es, 
caract§ris6es en ce qu'elles sont exclusivement constitutes 
de lymphocytes T r6actifs vis-^-vis du peptide d'un complexe 
donn€ . 

De telles populations peptide- specif iques revgtent 
un grand inttrgt en thSrapeutique, et plus spgcialement pour 
les applications qui reposent sur leur rt-admnistration selon 
1 ' immunothtrapie adoptive . 

L- invention vise done des compositions 
pharmaceutiques caracteris6es en ce qu'elles sont 61abor6es a 
partir d'une population lyinphocytaire T peptide-sp4cif ique 
telle que dSfinie ci-dessus. en association avec un v6hicule 
pharmaceutique . 

De telles compositions sont avantageusement 
administ rabies par injection. 

II est ainsi possible de restaurer une inununitt 
antivirale ou antitumorale apr^s injection de lymphocytes T 
reconnaissant respect ivement un complexe CMH de classe 1/ 
peptide viral ou tumoral d€fini, ou de corriger un 
dtsiquilibre immunitaire (par exemple cas d'autoiimnunite, ) 
par 1 ■ administration de cellules T dirigges centre un 
antigdne donng et pr6sentant des propri6t#s activatrices ou 
inhibitrices de la rfiponse immunitaire. 

D'autres caractSristiques et avantages de 
1' invention figurent dans les exemples qui suivent, donnas a 
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5 titre purement illustratif, dans lesquels il est fait 
reference aux figures 1^7, qui reprSsentent , respect ivement 

- les figures 1 et 2 repr6sentent les intensites de 
fluorescence (moyennes) en fonction des concentrations en 
t^tramSres natifs (lA, 2A) et en tStramSres mut6s 

10 correspondants (IB, 2B) avec des tetrameres charges en 
peptide issu de BMLFl (fig.l) ou de pp65 (fig. 2), 

la figure 3, les moyennes d' intensity de 
fluorescence en fonction des concentrations en tStrcundres 
natifs et mutes avec des clones sp^cifiques, 

15 - la figure 4A, le pourcentage de lyse, avec ou 

sans anticorps ant i -CDS de 2 clones specif iques d'une lign6e 
B HIiA-AO201 charg6e avec un peptide BMLFl et les figures 4A 
et 4B, les rSsultats des marquages de ces clones, 

- la figure 5, les rSsultats de simples (avec le 
20 phyco6rythrine, PE) et doubles (PE et anticorps anti-CD8 

marques) marquages de tetramdres natifs et mut§s avec les 
lymphocytes de 2 patients, et 

les figures 6 et 7, les rSsultats de tris 
immunomagnetiques rSalis^s avec des tetrameres natifs et des 
25 tetramSres mutes , 

Exemple 1 : Fabrication d'un tetramere HLA-A02 01 
mutS dans la zone d' interaction avec le co-r§cepteur CDS. 

On a utilise un plasmide d" expression en bactSrie 
30 contenant I'ADNc codant pour la chaine lourde du HIiA0201, 
prolongs d'une sequence codant pour un motif de biotinylation 
enzymatique (construction selon Altmcui et al (1) . La zone 
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5 codant pour le domaine a3 a ete 
sp6cifiques SEQ ID N®1 

5 • CCTTCCAGAAGTGGGTGGCTGTGGTGGTGCC 
et SEQ ID N«2 

10 5' GGCACCACCACAGCCACCCACTTCTGGAAGG 
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amplifi^e avec des amorces 



3 • 



15 



20 



On a introduit dans les fragments d • amplification 
une mutation d'une base pour transformer le codon alanine en 
un codon valine en utilisant le kit QuickChange Site-directed 
Mutagenesis R de Stratagdne. 

Le fragment mutg a 6te r^introduit dans le plasmide 
d' expression et la presence de la mutation a 6te contr6l4e 
par sSguen<;age. 

La chalne lourde HLA-A0201 mut6e a gtS produite en 
corps d- inclusion bactfirien et le monomSre HLA charge en 
peptide, puis le tetramSre mut^ correspondant . ont pu gtre 
obtenus suivant un protocole de renaturation pr4c€demment 
decrit par Garboczi et al (3) . 



25 



30 



Example 2 ; Etud e comparative de I'efficacite et de 

— sp6cificite de marquage immunof luorescent entre un 

tetramere HL A-A0 201 natif et le tetramdre HLA-A0201 mutg 
charges avec diff6rents peptides 

a) Marquage d e clones Ivmphocytaires 

Des tetramdres HLA-A0201 natif s et des t#tramdres 
correspondants mutes ont M charges soit avec un peptide 
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5 issu de la proteine BMLFl du virus de I'EBV, soit avec un 
peptide issu de la protSine pp65 du CMV. 

Les tetrameres natifs sont obtenus selon la 
technique de I'exemple 1, mais sans la mutation. 

Des clones sp6ci£iques et non sp6cifigues ont StS 
10 marques et utilises k des concentrations croissantes. 

La figure 1 donne les moyennes d'intensite de 
fluorescence (MFI) obtenues avec les tStramSres HLA-A2 /BMLFl 
natifs (figure lA) et avec les tetramSres correspondants 
mutes (figure IB) . 
15 On constate que le tetramfere HLA-A2/BM natif montre 

un bruit de fond de fixation sur certains clones non 
specif iques qui augmente avec la dose de tetramdre utilis^e. 

Ce bruit de fond ne semble pas exclusivement 116 ^ 
la restriction HLA du clone consid6r6, mais depend aussi du 
20 peptide chargS puisque deux clones anti-IEl restreints HLA- 
A0201 donnent un fort bruit de fond, alors que le clone anti- 
melan-A §galement restreint HLA-A02 01 donne un bruit de fond 
mod6r6 . 

Avec le tetramdre mute, les moyennes de 
25 fluorescence (MFI) obtenues sur les clones specif iques 
(BM/A2) sont plus faibles que celles obtenues avec le 
t^tramSre natif, mais le bruit de fond sur les clones non 
sp6cifiques est quasiment nul et ceci quelle que soit la 
concentration de tetramSre utilisSe. 
30 On remarquera cpie cette difference de bruit de fond 

entre le tetramdre natif et le tStramfere mut^ n'est pas 
particulidre au tetramdre A2/BM puisqu'on 1' observe €galement 
avec le tetramSre HLA-M/pp65 (voir figure 2) . 
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Dans cette figure 2, la moyenne de fluorescence est 
indiquee en 6chelle log afin de visualiser les faibles bruit 
de fond de marquage obtenu avec le tgtramdre mut€. On 
constate que le diffSrentiel entre le marquage spgcifique et 
le marquage non spgcifique est de I'ordre de 2 log (lo^) avec 
le tfitramfire A2/pp65 mut6, alors qu'il est de seulement i log 
avec le tStramSre natif, Les deux exceptions notables sont 
les deux clones CD4 anti-EBV pour lesquels le bruit de fond 
est trSs faible avec le t^tramdre natif. Cette observation 
renforce I'hypothese selon laquelle le bruit de fond de 
marquage obtenu avec le t^tramSre natif est dQ ^ un certain 
pourcentage de fixation non specif ique du t^tramdre au CDS. 

Sur la figure 3, sont representees les differences 
de marquages obtenues avec les tetram^res nutSs et natifs 
charges avec pp65 sur des clones specif iques. La difference 
entre les courbes de saturation obtenues avec le tetramSre 
mute et le tetramSre natif montre qu'il existe un plus grand 
nombre de sites de fixation pour le tetramdre natif que pour 
le tetramSre mute sur ces clones : il est done fortement 
probable que, dans le cas du tetramSre natif, certaines 
valences interagissent avec le CDS seul, d'autant que cette 
molecule est exprimee a une densite largement superieure a 
celle du TCR a la surface du lymphocyte T. 

D'autres experiences ont ete realisges pour tester 
si le marquage specifique avec le tetramdre mute etait 
significativement affecte par le degre de CDS dependance de 
clones specif iques. En effet, il est notoire que parmi les 
clones T CD8+, certains clones ont fortement besoin du CDS 
pour renforcer 1 ' interaction specifique entre leur TCR et le 
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5 complexe HLAA-peptide, tandis que d'autres clones s'en 
dispensent . 

Le degre de CDS dependance a ete estlm4 selon le 
test de cytotoxicity de Couedel et al (4) avec ou sans 
anticorps anti-CD8 et est consid6r6 coinine inversement 
10 proportionnel Sl 1' affinity du TCR pour le complexe HIA- 
peptide . 

Sur la figure 4A, est reprSsente un test de 
cytotoxicite contre une lignfie HIiA-A0201 chargSe en peptide 
BMLFl (10/iM) avec deux clones specif iques. Le clone A2.10 est 
15 trSs CD8 dependant puisque sa cytotoxicity est abrog^e par 
1' anticorps anti-CD8, tandis que le clone A4.5 est 
relativement peu CDS dependant. 

Un marquage avec le tetramfere mute et un marquage 
avec un anticorps anti-CD3 ont etS r6alis6s pour estimer le 
20 nombre de TCR exprimfis IL la surface. Les r^sultats sont 
donnas sur les figures 4B (marquage CD3) et 4C (marquage du 
tStramSre mut§ BMFL1/A2) . 

On constate que le ratio marquage 

tetramdre /marquage CD3 est trds comparable pour les deux 
25 clones, ce qui indique que le marquage avec le tetramere mat€ 
est peu affects par le degrg de CDS dependance (et done par 
inference, par I'af finite du TCR) . 

Ainsi, la diminution d'af finite pour le CDS induite 
par la mutation de la molecule HLA n'affecte pas 
30 signif icativement le marquage specif ique du t^tramSre. 
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b) Detection de cellules spgcifiques au sein d'une 
population polyclonale 

Pour comparer la capacity de detection du tStramdre 
natif et mut6 d'un faible pourcentage de cellules specif iques 
au sein d'une population polyclonale, des lymphocytes 
p6riph6riques de deux patients HIA-A02 01 (dSsigngs par A et B 
ci-aprSs) ont 6te margufis. II s'agit de patients chez 
lesquels une rgponse anti -peptide pp65 du CMV avait ete 
prgalablement d4montr6e. Ces lymphocytes avaient ete 
pr^alablement amplifies polyclonalement in vitro et congelgs. 

Les r#sultats obtenus pour les patients A et B sont 
reportSs sur la figure 5, la figure 5A correspondant au 
patient A et la figure 5B au patient B. il s'agit des 
r^sultats de simple marquage des tfitramSres HIA-A020l/pp65 h 
la phycogrythrine h 20Mg/ml et des doubles marquages 
correspondant s (tgtramSres marqu6s avec PE et des antlcorps 
anti-CD8 marquSs au FITC) . Cette figure donne ggalement les 
moyennes d' intensity de fluorescence (log). 

On constate tout d'abord que la capacity de 
discrimination du tfitramere natif en simple marquage est 
variable en fonction du pourcentage de cellules spgcifiques 
dans la population de depart. En effet, pour le patient A, le 
pic de cellules positives qui repr^sente 5,60% est aisSment 
identifiable tandis que pour le patient B, ce pic est 
contaming par du marquage non sp6cifique rendant difficile la 
dSterraination du pourcentage de cellules positives. En accord 
avec la litt^rature, le double marquage tetramSre natif et 
anti-CD8 diminue le bruit de fond permettant alors 
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d ' identifier clairement la sous-population positive et 
d'estimer prScisSment son pourcentage (0,84% dans ce cas) . 
Ceci d^montre done que 1 ' estimation precise du pourcentage de 
cellules positives avec le tetrcundre natif implique le 
recours au double marguage avec l»anti-CD8. 

En revanche, le simple marquage avec le tStramSre 
mutS permet chez les deux patients d' identifier sans 
cunbiguitg un pic de cellules positives. Les pourcentages de 
cellules positives obtenus sont quasiment identiques 4 ceux 
obtenus en double marquage avec le tStramSre natif. Ceci 
d6montre que toutes les cellules sp^cifiques detectables par 
le tetraonSre natif le sont ^galement avec le tetram&re mut4 
et corrobore done les r^sultats obtenus avec les clones CDS 
tr&s dependants et peu dependants, k savoir que la mutation 
n'affecte pas signif icativement la reconnaissance specif ique. 

De plus, ces r^sultats montrent que le double 
marquage avec le tStramSre mutS n'apporte pas d" elements 
nouveaux par rapport au simple marquage. Enfin, on peut 
constater que les moyennes de fluorescence obtenues avec 
I'anticorps anti-CDB lors du double marquage avec le 
tetramere natif (216 et 193) pour les patients A et B) sont 
signif icativement plus faibles que celles obtenues en double 
marquage avec le tetrcunere mut6 (366 et 370 pour les patients 
A et B) . Les moyennes de fluorescence obtenues aprds simple 
marquage de la population totale avec I'anti-CDB etaient, 
respectiveraent, de 34 0 et 355 pour les patients A et B. Cela 
dSmontre la competition de fixation entre I'anticorps anti- 
CDB et le tetramdre natif, competition qui ne se produit pas 
avec le tetramdre mute. 
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L 'Utilisation du tetramdre mut& permet done de se 
dispenser du double marquage avec l'anti-CD8 pour estimer le 
pourcentage de cellules sp6cifiques au sein d'une population 
polyclonale . 

Eacemple 3 ; Etude comparative de I'efficacite et de 
la spgcificite de tris immunoroacmgtiques realises avec le 
t6tram6re HLA-A 02 01 natif et le t^tram^re HLA-AO2 01 mn^4 
charges avec le peptide p65. 

Des monomSres HIA-AO201 biotinyles et charges en 
peptide PP65 ont 6te fix6s sur des billes magn^tiques 
couplees ^ la streptavidine (Dynabeads M-280 Streptavidin, 
DYNAL. Les populations lymphocyt aires utilis6es dans I'^tude 
sont issues de liquides synoviaux ou de PBL de patients 
atteints de polyarthrite rhumatolde ou de PBL issus de 
donneurs sains sSropositifs pour le CMV. 

Sur la figure 6. sont indiqu6s les rgsultats d'un 
simple marquage avec le tStramdre natif et le t^tramdre mut6 
sur ces populations polyclonales . Avec le tetramfere mute, il 
est possible de mettre en Evidence un faible pourcentage de 
cellules positives dans les deux pr^lSvements (0,22 % et 0.14 
%), cellules positives qui ne sont quasiment pas 
identifiables avec le tgtramSre natif. 

Ces populations ont St6 triges avec des billes 
chargges soit avec le tgtramSre natif. soit avec le t^tramSre 
mute, puis les populations select ionn^es ont €t€ amplifl^es 
in vitro par une stimulation polyclonale (PHA, IL2, pel 
irradi^s), stimulation qui n'affecte pas la repr6sentativit6 
des populations amplififies. 
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5 Un marquage a alors 6t§ r6alis6 sur ces populations 

tri6es et amplififies avec les deux tetramSres. 

Comme represent^ sur la figure 6, les cellules 
issues du tri avec le tetramfere natif sont positivement 
marquees avec ce mgme tetramSre, mais en revanche un tr§s 
10 faible pourcentage de ces cellules sont positives avec le 
tStramdre mutfi (0,7 % et 2,88 %) . 

Les rSsultats sont remarguablement diff§rents apr&s 
un tri avec le tetramSre mute puisque les populations tribes 
sont fortement positives avec les deux tetramdres. 
15 Le facteur d 'enrichissement en cellules positives 

obtenu avec le tetramSre mute est de 421 pour le prfilevement 
1 (92,64 % vs 0,22 %) et de 693 pour le pr616vement 2 (97,01 
% vs 0, 14 %) . 

Ces rgsultats montrent qu'en effectuant un tri avec 
20 le tetramSre mut6, il est possible d'obtenir ne population 
positive pure a plus de 90 % ^ partir d'un Schantillon dans 
lequel cette population repr6sente 0,1 ^ 0,2 %. 

La gengralite de cette observation est illustree 
par le tableau ci-aprds, qui decrit les r^sultats de tris 
25 effectu6s avec le tetramdre natif et le tetramere mut6 h 
partir de PBL et lymphocytes synoviaux de patients et 
donneurs sains . 
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En effectuant des tris rgpetes avec le tetramere 
mute, il est possible d'obtenir des populations spScifiques 
pures cL partir de sous -populations encore moins fr^guentes 
(cf PBL5 dans le tableau) . En revanche, ce r^sultat est 

10 beaucoup plus difficile k obtenir avec le t^tramSre natif ; il 
semble en effet que les cellules non sp€cifigues isolees par 
un premier tri avec le t^tramdre natif aient une affinite 
suffisante pour Stre k nouveau selectionn^es lors des tris 
ulterieurs. On aboutit done a des facteurs d * enrichissement 

15 trds mediocres en r^alisant un deuxiSme tri (cf PBL3 et 
SFL4) . 

Une autre §tude a porte sur la r6activit6 des 
populations tribes pour verifier que les cellules 
20 select ionnSes pour leur capacity h fixer le tetramSre A2 
mut§/pp65 Staient bien r^actives vis -4- vis de ce complexe 
HLA-peptide dans un contexte physiologique . 

A cet effet, on a 6tudi6 1' activation des 
populations lymphocytaires triges, objectivSes par 
25 1" induction k la surface de la chaine a du r6cepteur k 1 ■ IL2 
(CD25) , apres mise en presence de cellules T2 (A0201+) 
chargees en peptide pp65. 

Comme le montre la figure 7, les populations tribes 
a I'aide du t^tramSre natif n'expriment pas le CD25 aprds 
30 contact avec les cellules T2 chargees en peptides. 
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5 En revanche, la majorite des cellules triees avec 

le tetramere mute s'activent en presence de T2 charg^es avec 
le peptide pp65 et le pourcentage de cellules positives en 
CD25 correspond bien avec le pourcentage de cellules qui 
gtaient marquSes par le tetramdre mut6 (90,63 % de cellules 
10 activ6es vs 92,64 % de cellules marqufies et 97,2 0 % vs 97,01 
% pour les patients 1 et 2 respectivement) . 

Ces r^sultats dgmontrent que les cellules marquees 
et triees avec le t^tramSre mut€ sont exclusivement des 
cellules rfiactives, tandis que les cellules trifies avec le 
15 tStramfire natif sont non rgactives. 

Le fait qu'on ne retrouve aucune cellule reactive 
apr§s tri avec le tetramSre natif alors qu'on parvenait €k 
distinguer quelques cellules positives dans cette population 
est vraisemblablement du au pourcentage trop faible de ces 
20 cellules pour §tre detectables dans un test fonctionnel. 

L« ensemble de ces rSsultats dgmontre la superiority 
manifeste du tetramdre mute par rapport au tfitramSre natif 
pour s61ectionner par tri immunomagnetique des populations 
f aiblement representees dans la population de depart . 

Lorsque les populations sp§cifiques sont plus 
nombreuses dans le prSlevement de depart, il devient alors 
possible d'isoler des cellules r§actives avec le tetramdre 
natif, raais les degr6s de puretg des populations obtenues 
sont tres inferieurs k ceux obtenus en parallfele avec le 
30 tetramSre mute (tsibleau) . 
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REVENDICATIONS 

1/ Multimdres 61abor6s S partir de proteines 
recombinantes analogues de CMH de classe I, caract6ris6s en 
ce que les protgines comportent au moins une alteration dans 
la zone d ' interaction d'une chalne lourde avec le co- 
r^cepteur CDS des lymphocytes T conduisant k une reduction, 
voire k la suppression de 1' affinity de 1 • interaction entre 
la chaine lourde et le CDS. 
15 2/ Multiingres selon la revendication i, 

caracterisSs en ce que 1- alteration concerne le domaine a3 
de la chaine lourde. 

3/ Multimdres selon la revendication 1 ou 2, 
caract6ris6s en ce que 1- alteration correspond ^ une mutation 
dans le domaine a3 d'au moins un acide amine, par rapport au 
domaine correspondant , d'une chaine lourde native capable de 
se fixer audit co-recepteur CDS. 

4/ Multimferes selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que 1- alteration correspond ^ la 
modification chimique d'au moins un acide amine du domaine 
a3 d'une chaine lourde, par rapport au domaine correspondant 
d'une chaine lourde native capable de se fixer audit co- 
recepteur CDS. 

5/ Multimeres selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que 1' alteration correspond a la deletion 
d'au moins un acide amine du domaine a3 d'une chaine lourde, 
par rapport au domaine correspondant d'une chaine lourde 
native capable de se fixer audit co-recepteur CDS. 
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5 6/ Multimeres selon I'une quelconque des 

revendications 1^5, caract6ris6s en ce qu'ils se pr6sentent 
sous forme de complexes avec des peptides antig^nigues . 

7/ Multimeres selon la revendication S, 
caract6ris6s en ce qu'ils se prSsentent sous forme de 
10 tetramdres . 

8/ Utilisation des multimeres selon la 
revendication 6 Ou 7 a des fins de detection et/ou 
d'isoleraent de populations lymphocytaires T CD8+ peptides- 
sp§cif iques . 

15 9/ Utilisation selon la revendication 8 dans un 

proc6d§ de tri cellulaire, tel que le tri immunomagn6tique . 

10/ Methode de detection de populations 
lymphocytaires T CD8+ peptide -spfecifiques, Sl partir d'une 
population polyclonale, caractSris^e en ce gu'elle comprend : 

20 - la mise en contact de la population polyclonale avec des 
multimeres complexes k des peptides antigSniques selon la 
revendication 6 ou 7, dans des conditions permettant une 
interaction entre les complexes de CMH de classe I 
al teres /peptides et les r^cepteurs des lymphocytes T ayant 

25 une af finite pour lesdits complexes, 

- la revelation des populations lymphocytaires qui 
se sont fix^es aiixdits complexes, 

11/ MSthode d'isolement de populations 
lymphocytaires T CD8+ peptide-spScif iques, Bi partir d'une 
30 population polyclonale, caract^risSe en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale 
avec des billes magnetiques sur lesquelles sont fix6es les 
complexes peptide /analogues de CMH de classe I selon la 
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5 revendication 6 ou 7, dans des conditions permettant une 
interaction entre lesdits complexes et les r^cepteurs des 
lymphocytes T ayant line affinity pour lesdits complexes, 

la r6cup6ration des populations fix6es, 
1' operation de tri etant r6p6tee, si souhait6, et/ou suivie, 
10 le cas ech§ant, d'une 6tape 

d' amplification in vitro des populations 

s61ectionn6es . 

12/ Populations lymphocyt aires s61ectionn6es, et le 

cas §cheant amplifi6es, caract6ris§es en ce qu'elles sont 
15 exclusiveroent constitutes de lymphocytes T rtactifs vis -H- vis 

du peptide d'un complexe avec des multimSres selon la 

revendication 6 ou 7. 

13/ Compositions pharmaceutiques, utilisables 

notamment en immunothSrapie, caract€ris6es en ce qu'elles 
20 sont tlaborees ^ partir d'une population lymphocytaire selon 

la revendication 12 en association avec un vShicule 

pharmaceutiquement inerte . 
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Figure 4A 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: r6gion 
homologue ^ une partie du g^ne HLA-A0201 humain. 

<400> 2 

ggcaccacca cagccaccca cttctggaag g 
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BNSOOCID: <FR_278eiZ8A1TI_> 



2798128 

A/7 



PiguM 4 A 
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Lisri; OB sequence; s 



<iIO> r- N. 3, £. R- M- 



<120> MOYENS DES DETECTIOlJ I;T> OL PURIFICATION DE POPULATIONS 

LYMPHOCYTAl ?ES TCDi^•, S^PECI FT QUt ^> DE PEPTTDBS l?rC5E>4TRS 
liANS LE CONTliXTE HIA. 

<14L> 
<1flD> 2 

<17D> PatERtln vrc 2-1 

<2ii> 

<2L3> S4q«en^3c artiflcielli^ 

<Z20> 

<223> Diif!crlpti[>n d^: 1a gfrquEncc Artificially: region 
nomoiogue ft uni^ pai:ti© ^erie HIA-A02D1 Humain, 

c<;l:Lccagaa gtgggttJijet gtggtg^Hgc c 

<2L0> ^ 
<2ll> 31 
<2i2> ADN 

<21^> S^qucTire a srti f iciall*? 

<223> EnrfjciiptlOTi <3e Lw sequence art^ tlciellR: c6giork 
ggcdccdcca cagccaccca <::ttctgg*a.g g 
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